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Rep 

Abstract of DE10065814 

A method for the amplification of nucleic acids is disclosed, whereby the section for amplification is first hybridised with at least two primer 0 
two domains, of which the sequence-specific domain at the 3' tenninus on the section to be amplified Is hybridised and the generic domain ; 
hybridised. Then an amplification reaction is carried out using a polymerase, a marited primer oligonucleotide Is hybridised on the obtained : 
which binds to the generic domain of the first primer. In the final step the sequence of the amplification product is checked. 
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@ Verfahren fur die simultane Amplifikation vieler Sequenzen in einer PCR-Reaktion und deren Markierung 

@ Beschrieben wird ein Verfahren zur Amplifikation von 
Nuklelnsauren, bei dem man zuerst die zu amplifizieren- 
den Abschnitte mit mlndestenszwei Primeroligonukleoti- 
den hybridislert, welche zwei Domanen aufwelsen, von 
denen die am 3'-Ende befindliche, sequenzspezifische 
Domane an den zu amplifizierenden Abschnitt hybridi- 
siert, wahrend die am 5'-Ende befindliche, genen'sche Do- 
mane nicht hybridisiert. AnschlieBend wird eine Amplifi- 
kationsreaktion mittels einer Polymerase durchgefuhrt 
und nachfolgend an die entstandenen Amplifikate ein 
markiertes Primeroligonukleotid hybridisiert, welches an 
die generlsche Domane der ersten Primer bindet. Im letz- 
ten Schritt wird das Amplifikat hinsichtlich seiner Se- 
quenz untersucht. 
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Beschreibung 
Gebiet der Brfindung 

5 [0001] Die Erfindung bezieht sich auf die besonders rationelle Herstellung komplexer, markierter Amplifikate in einer 
PCR-Reaktion. Diese Amplifikate konnen nachfolgend hinsichtlich ihrer Sequenz mittels verschiedenster Methoden un- 
tersucht werden. Besonders ist das Verfahren zur Analyse von Cytosin-Methylierungsmustem in DNA-Proben geeignet. 

Stand der Technik 

10 

[0002] Die Polymerasekettenreaktion (PGR) ist eine Methode, mit der im Prinzip jede DNA selektiv amplifiziert wer- 
den kann. Diese Methode beinhaltet den Gebrauch eines Satzes von meist zwei Oligonukleotiden mit vorbestimmter Se- 
quenz, den sogenannten Primem, die an zu ihnen komplementare DNA Strange hybridisieren und die Grenzen fur die zu 
amplifizierende Sequenz definieren. 

15 [0003] Die Oligonukleotide initiieren die DNA Synthese, die durch eine thermostabile DNA Polymerase katalysiert 
wird. Jede Runde der Synthese wird typischerweise durch einen Schmelz- und Reannelierungsschritt getrennt. Dies er- 
laubt es, eine gegebene DNA Sequenz mehrere hundert Male in weniger als einer Stunde zu amplifizieren. 
[0004] Durch die Einfachheit und Reproduzierbarkeit dieser Reaktionen hat die PGR eine weite Akzeptanz erreicht. 
Zum Beispiel wird die PGR fiir die Diagnose ererbter Fehlfunktionen und bei Verdacht auf Erkrankungen verwendet. 

20 [0005] Oft wird jedoch auch eine Amplifikation einer gegebenen Probe durchgefuhrt, einfach um das Material fur eine 
nachfolgende Untersuchung zu vermehren. Die zu untersuchende Probe wird in diesem Fall zunachst amplifiziert, ent- 
weder ausgehend von genomischer DNA, oder z. B. isolierter mRNA. Meist ist es erforderlich, mindestens einen der Pri- 
mer zu markieren, z. B. mit einem Ruorenzenzfarbstoff, um das Fragment in nachfolgenden Experimenten identifizieren 
zu konnen. 

25 [0006] Eine besonders einfache und kostengunstige Variante zum Anbringen einer Markierung an die Amplifikate 
stellt die Methode dar, Primer zu verwenden, die zwei Domanen haben. Die eine hybridisiert spezifisch an die zu ampli- 
fizierende Region, wahrend die andere nur die Funktion hat, mit einem markierten Oligonukleotid zu hybridisieren. Die- 
ses Oligonukleotid kann fiir verschiedenste Amplifikationen immer das gleiche sein, wenn immer die gleiche fiir die 
Markierung zustandige Domane des Primers verwendet wird. Insbesondere bei teuren Markierungen ist dies eine kosten- 

30 gunstige Losung. Beispielsweise werden fiir diese Reaktion drei verschiedene Oligonukleotide eingesetzt, ein sequenz- 
spezifischer Vorwartsprimer mit M13(-21) Schwanz, ein sequenzspezifischer reverser Primer und ein universelles fluo- 
reszenzmarkiertes M13(-21) Oligonukleotid (Schuelke et al.. An economic method for the fluorescent labeling of PGR 
fragments 2: 18, 2000), welches an den M13(-21) Schwanz des Vorwartsprimers bindet. 

[0007] Diese ampiifizierte DNA wird fur die Identifikation von Mutationen und Polymorphismen benutzt. Als analyti- 
35 sche Methode dafiir kommt z. B. die Primer Extension Reaktion, Sequenzierung nach Sanger oder z. B. Restriktionsver- 
daus und nachfolgende Untersuchung auf z. B. Agarosegelen in Frage. 

[0008] Zur Untersuchung der DNA wird Uber die Untersuchung der Basensequenz hinaus haufig das Verhaltnis von 
den DNA. Basen Gytosin zu 5-Methylcytosin herangezogen, bzw. es werden einzelne Gytosinpositionen auf Methylie- 
rung hin untersucht. 

40 [0009] 5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkription, beim genetischen Imprinting und in der 1\imorgenese. Die 
Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 5-Me- 
thylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das gleiche 
Basenpaarungsverhalten aufweist wie Gytosin. Daruber hinaus geht bei einer PGR-Amplifikation die epigenetische In- 

45 formation, welche die 5-Methylcytosine tragen, vollstandig verloren. 

[0010] Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten angewandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von Bisulfit mit Gytosin, das nach anschlieBender alkalischer Hydro- 
lyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5-Methylcytosin 
wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht modifiziert. Damit wird die ursprungliche DNA so umgewandelt, dass 

50 Methylcytosin, welches' urspriinglich durch sein Hybridisierungsverhalten vom Gytosin nicht unterschieden werden 
kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische Techniken als einzig verbliebenes Gytosin beispielsweise durch Am- 
plifikation und Hybridisierung oder Sequenzierung nachgewiesen werden kann. AUe diese Techniken beruhen auf Ba- 
senpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der Stand der Technik, was die Empfindhchkeit betrifft, wird durch ein 
Verfahren definiert, welches die zu untersuchende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieBt, dadurch die Diffusion und 

55 Renaturierung der DNA (Bisulfit reagiert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle Fallungs- und Reinigungs- 
schritte durch schnelle Dialyse erselzt (Olek A, Oswald J, Walter J. A modified and improved method for bisulphite ba- 
sed cytosine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 15; 24(24): 5064-6). Mit dieser Methode konnen ein- 
zelne Zellen untersucht werden, was das Potential der Methode veranschaulicht. Allerdings werden bisher nur einzelne 
Regionen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht, eine globale Untersuchung von Zellen auf Ibusenden von mog- 

60 lichen Methylierungsanalysen ist nicht raoglich. Allerdings kann auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente 
aus geringen ftobenmengen zuverlassig analysieren, Diese gehen trotz Diffusionsschutz durch die Mauix verloren. 
[0011] Eine Ubersicht iiber die weiteren bekannten Moglichkeiten, 5-Methylcytosine nachzu weisen, kann aus dem fol- 
genden Ubersichtsartikel entnommen werden: Rein T, DePamphilis ML, Zorbas H. Identifying 5-methylcytosine and re- 
lated modifications in DNA genomes. Nucleic Acids Res. 1998 May 15; 26(10): 2255-64. 

65 [0012] Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen (2. B. Zeschnigk M, Lich G, Bulling K, Doerfler W, 
Horsthemke B. A single-tube PGR test for the diagnosis of Angelman and Prader-Willi syndrome based on allelic me- 
thylation differences at the SNRPN locus. Eur J Hum Genet, 1997 Mar-Apr; 5(2): 94-8) nur in der Forschung angewen- 
det. Immer aber werden kurze, spezifische Stiicke eines bekannten Gens nach einer Bisulfit-Behandlung amplifziert und 
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entweder komplett sequenziert (Olek A, Walter J. The preimplantation ontogeny of the HI 9 methylation imprint. Nat Ge- 
net. 1997 Nov; 17(3): 275-6) oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine "Primer-Extension-Reaktion" (Gonzalgo ML, 
Jones PA. Rapid quantitation of methylation differences at specific sites using methylation-sensitive single nucleotide 
primer extension (Ms-SNuPE). Nucleic Acids Res. 1997 Jun 15; 25(12): 2529-31, WO-Patenl 9500669) oder einen En- 
zymschnitt (Xiong Z, Laird PW. COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation assay Nucleic Acids Res. 1997 5 
Jun 15; 25(12): 2532-4) nachgewiesen. Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrieben worden (Olek et 
al., WO 99 28498). 

t0013J Weitere Publikationen, die sich mit der Anwendung der Bisulfit-Technik zura Methylierungsnachweis bei ein- 
zelnen Genen befassen, sind: 

Grigg G, Clark S. Sequencing 5-methylcytosine residues in genomic DNA. Bioessays. 1 994 Jun; 16(6): 43 1-6, 43 1 ; Ze- lO 
schnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfier W. Imprinted segments in the human genome: dif- 
ferent DNA methylation patterns in the Prader-Willi/Angelman syndrome region as determined by the genomic sequen- 
cing method. Hum Mol Genet. 1997 Mar; 6(3): 387^95; Feil R, Charlton J, Bird AP. Walter J, Reik W. Methylation ana- 
lysis on individual chromosomes: improved protocol for bisulphite genomic sequencing. Nucleic Acids Res. 1994 Feb 
25; 22(4): 695-6; Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R. Genomic sequencing indicates a correlation 15 
between DNA hypomethylation in the 5' region of the pS2 gene and its expression in human breast cancer cell Unes. 
Gene. 1995 May 19; 157(1-2): 261-4; WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 45560. 

[0014] Zur Analyse der PCR-Produkte miissen diese z. B. mit einer Fluoreszenz-Markierung oder radioakiiven Mar- 
kierung versehen werden. Diese Markierungen konnen entweder an den Primem oder an den Nukleotiden angebracht 
werden, Besonders geeignet fiir Huoreszenzmarkierungen ist das einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoflfen am 20 
5'-Ende der jeweiligen Primer. Femer kommen als FluoreszenzfarbstofFe 6-Carboxyfluoreszin (FAM), Hexachlor-6-car- 
boxyfluoreszin (HEX), 6-Carboxy-x-rhodamin (ROX) oder Tetrachlor-6-carboxyfluoreszin (JET) in Frage. Diese Farb- 
stoffe sind jedoch vergleichsweise teuer. 

[0015] Fiir die Analyse von Genen, wo das mutierte AUel oder der Polymorphismus gut charakterisiert sind, ist die 
Amplifikadon von einzelnen definierten Regionen der DNA manchmal ausreichend. Wenn man jedoch undefinierte 25 
Gene analysiert, sind raeistens eine Vielzahl von PCR Reakdonen notwendig, urn kritische Deletionen oder Anderungen 
von Basen zu identifizieren. Noch komplizierter ist die Etabiierung einer Multiplex-PCR, bei der ein Forwardprimer und 
eine Vielzahl von Reversprimem verwendet werden, um definierte Genabschnitte zu amplifizieren. 
[0016] Wahrend die Annelierungstemperatur und die Primerkonzenu-ation bis zu einem gewissen Grad berechnet wer- 
den konnen, miissen die Bedingungen fiir jede einzelne Mulliplexreaktion irn allgemeinen experimentell besdmmt wer- 30 
den. Da die Wahrscheinlichkeit einer nichtspezifischen Initialreaktion mit jedem zusatzlichen Primer ansteigt, mussen 
die Bedingungen bei weiterer Primerzugabe meistens modifizien werden. Des weiteren vermehren sich Artefakte, die 
durch die Konkurrenz um Resourcen entstehen, z. B. um die Primer bei der Multiplex-PCR. Dies liegt daran, dass die 
Ausbeuten von ungleich ampUfizierten Fragmenten mit jedem Zyklus ansteigen. ^ 
[0017] Durch die angesprochenen Schwierigkeiten kann die Entwicklung eines neuen diagnostischen Tests sehr ar- 35 
beits- und kostenintensiv sein. 

[0018] Weighardt et al. (PCR Methods and App. 3: 77, 1993) beschreiben den Gebrauch von 5 -verlangerten Oligonu- 
kleotiden fiir die PCR. Diese Amplifikadonsmethode beinhaltet als charakteristisches Merkmal die separate Annelierung 
und Primer Verlangerungsreaktion fur jeden individuellen Primer, was in einem Multiplex-Kontext nicht durchfiihrbar 
ist. 40 
[0019] Wie gezeigt, ist es gegenwartig Stand der Technik, zur Identifizierung von Cytosin-Methylierung die Proben- 
DNA mit Bisulfit zu behandeln und nachfolgend einfache Amplifikationen durchzufuhren. Es fehlt jedoch ein Verfahren, 
dass es eriaubt, unter Verwendung von Primer mit zwei Domanen eine besonders spezifische zwei-Stufen-Amplifikalion 
durchzufuhren, die besonders spezifisch eine Vielzahl von Fragmenten gleichzeitig bereitstellt und die zugleich das Pro- 
blem lost, dass normalerweise eine Vielzahl von markierten und entsprechend teuren Primem fiir eine solche komplexe 45 
Amplifikation eingesetzt werden muss. 

Aufgabenstellung 

[0020] Es soli ein Verfahren bereitgestellt werden, welches die Nachteile des Standes der Tbchnik uberwindet. Es soil 50 
zum einen eine sehr spezifische 2 Stufen PCR mit hoher Muluplexierbarkeit bereitstellen, die zugleich das Problem der 
kostenintensiven Markierungen lost. Das Verfahren soil sich insbesondere zum Nachweis von Cytosinmethylierung in 
DNA-Proben eignen. 

Beschneibung 55 
[0021] Beschrieben wird ein Verfahren zur Amplifikadon von Nukleinsauren. 

[0022] Die Nukleinsauren werden besonders bevorzugt aus einer genomischen DNA-Frobe erhalten, wobei Quellen 
fiir DNA z. B. ZelUinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmarks-Flussigkeit, in Paraffin einbettetes Gewebe, 
beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, Lunge, Bmst oder Leber, histologische Objekt- 60 
trager und alle moglichen Kombinadonen hiervon umfassen. 

[0023] Die Nukleinsaureprobe wird zu Beginn besonders bevorzugt in Agarose eingebettet und mit einer Bisufitlosung 
(= Disulfit, Hydrogensulfit) umgesetzt, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt und Cytosin in Uracil oder eine andere 
im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt. Bei dieser chemischen Behandlung ist ein die 
DNA-Duplex denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger vorhanden. 65 
[0024] Da im humanen Genom lediglich ca. 3% der Cytosinbasen mediyliert vorliegen, enthalt Bisulfit-behandelte 
DNA zum groBten Teil die Basen A, G, T und U; das heiBt beziiglich ihres Basenpaarungsverhaltens lediglich 3 Basen 
(A, G und T), da U und T das gleiche Paarungsverhalten zeigen. 
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[0025] Dann werden die zu amplifizierenden Abschnitte mit mindestens zwei Primeroligonukleotiden hybridisiert, 
welche zwei Domanen aufweisen, von denen die am 3'-Ende befindliche, sequenzspezifische Domane an den zu ampli- 
fizierenden Abschnitt hybridisiert, wahrend die am 5'-Ende befindliche, generische Domane nicht hybridisiert. Im nach- 
sten Schrili wird eine erste Ainplifikationsreaktion iniltels einer Polymerase durchgefuhrl. In einem weiieren Schrilt wird 
5 an die Amplifikate ein markiertes Primeroligonukleotid hybridisiert, welches an die generische Domane der ersten Pri- 
mer hybridisiert. Bevorzugi wird darauf eine zweite Amplifikation mit einer Polymerasereaktion durchgefuhrt. 
[0026] Fur die Amplifikation wird besonders bevorzugt eine hitzebestandige DNA-Polymerase verwendet. 
[0027] Wird Bisulfit-behandelte DNA amplifiziert, fiihrt dies dann zu DNA-Fragmenten, die sich dadurch auszeich- 
nen, dass der (+)-Strang die Basenzusammensetzung A, T und G, sein revers-komplementarer (-)-Strang die Zusammen- 

10 setzung A, T und C besitzl. Daraus ergibt sich, dass im (+)- oder (-)-SLrang nie oder selten die C und G Nukleobasen 
gleichzeitig vorhanden sind. Durch diese Eigenschaft von Bisufit-behandelter DNA und seinen Amplifikationsprodukten 
ist es mogUch Primer herzustellen, die mit Bisulfit Templat-DNA keine unspezifischen PCR-Produkte ergeben und so als 
generell anwendbare Markierungsoligonukleotide bzw. Detektionssonden fiir PCR-Amplifikate von Bisulfit-behandelter 
DNA verwendet werden konnen. 

15 [0028] Voraussetzung hierfur ist, dass fur die Amplifikation von Bisulfit-behandelter DNA genspezifische Primer des 
Typs I und 2 entworfen werden, die neben einer Gen-sgezifischen Domane eine generische Domane besitzen. Diese ge- 
nerische Primerdomane ermoghcht die Markierung der DNA-Fragmente mit den generell anwendbaren Markierungsoli- 
gonukleotiden (Typ Ml und Typ M2) bzw. ihre Detektion mit den generellen Markierung soligonukleotiden (lyp Ml und 
Typ M2) durch Hybridisierungsverfahren. Fur die Amplifikation spezifischer Gene oder mehrerer Gene in einer Multi- 

20 plex-PGl sind mindestens 2 Primer notwendig, ein Primer des lyps 1 und der zweite vom Typ 2 (siehe unten). Mit die- 
sen Primera werden die entsprechenden DNA-Fragmente amplifiziert, 

Aufbau und Eigenschaften der Primer 

25 Primer Typ 1 

generische Dom&ne genspezifische Domane 



30 



35 



40 



50 



55 



enthalt A,T,C,G enthalt A, T, G 

Primer TyP^ 

generische Domane genspezifische Dom&ne 

5 . 3 

enthalt A,T,C,G enthalt A, T, C 



Primer T^pMl 

45 Sequenz identisch mit generischer Domane des Typl Primers 

Mod-5' . 3- 

enthalt A,T,C,G, Mod: Modifikation oder Markierung 



Primer TypM2 

Sequenz identisch mit reverskomplimentarer Sequenz der generischen Domane des Typ2 Primers 
Mod-5' 3- 

enthalt A,T,C,G, Mod: Modifikation oder Markierung 



60 [0029] Bevorzugt enthalt die generische Domane der Primer des 'IVps 1 und 2 eine Sequenz, die aus A, C, G und T zu- 
sammengesetzt ist. 

[0030] Die genspezi fi schen Domanen sind, wie der Name schon sagt, spezifisch fur ein oder mehrere Genfragment(e), 
Im Fall der sequenzspeziffischen Primer vom Typ 1 ist die Sequenz aus A, T und G Basen, im Fall der sequenzspezifi- 
schen Primer des Typs 2 aus A, T und C Basen zusammengesetzt. 
65 [0031] In einer zweiten PCR-Reakiion mit einem generischen Primerpaar des T^ps Ml und M2 werden diese Gens 
oder eine beliebige Anzahl von Genen, die aus PCR-Reaktionen mit Primerpaaren (Typ 1 und Typ 2) hervorgegangen 
sind, gleichzeitig reamplifiziert, wobei alle l^mer des Typs 1 und die Primer des lyps 2 identische generische Domanen 
besitzen (Beispiel 2 und 3). Die generischen Domanen der Primer des T^ps 1 und 2 sind so entworfen, das die entspre- 
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chenden generischen Markierungsprimer (Typ Ml und Typ M2) mit der verwendeten Bisulfit Templat-DNA moglichsl 
keine unspezifischen PCR-Produkte in eine PCR-Reaktion erzeugen. Die PCR-Reaktionen konnen sequentiell oder 
durch die geeignete Auswahl derGenspezifischen und generischen Primer, sowie die Durchfiihrung der PGR, simultan in 
einer sogenannlen Eintopf-Reaktion durchgefiihrl werden. 

[0032] Generische Primer des Typs M 1 und M2 konnen auch fur die Detektion von PCR- Amplifikalen, die mit Primem 5 
des Tygs 1 und TVps 2 erzeugt und z. B. aufDNA- Arrays, Nitrocellulose-, PVDF-Membranen oder anderen festen Ober- 
flachen immobilisiert wurden, durch Hybridisierungsverfahren verwendet werden. 

[0033] Die amplifizierten Abschnitle, die aus PCR-Fragmenten mit zwei Domanen aufweisenden Primem hervor^e- 
gangen sind, konnen auf Festphasen immobilisert werden. Dies geschieht durch chemische Reaktionen (z. B. durch die 
Einfiihrung einer 5'- Aminofunktion) oder durch Hybridisierung an andere auf die Festphase immobiliserte Ohgonukleo- lO 
tide. Die Amplifikate konnen dabei die durch die markierten generischen Primer des Typs M1/M2 detektiert werden. Be- 
vorzugt sind die an den Amplifikaten angebrachten Markierungen an jeder Position der Festphase, an der sich eine Oli- 
gonukieotidsequenz befindet, identifizierban 

[0034] Werden als generische Primer keine DNA-OIigomere jedoch PNA-Oligomere des Typs Ml und M22 verwen- 
det, konnen PCR-Amplifikaten, die mit Primem des Typs 1 und Typs 2 erzeugt wurden, auch im MALDI-TOF identifi- 15 
ziert und quantifiziert werden. 

[0035] Bei den Markierungen der Oligonukleotidprimer handelt es sic h vorzugsweise urn Fluoreszenzfarbstoffe mit 
unterschiediichem Emissionsspektrum (z. B. Cy3, Cy5, FAM, HEX, TET oder ROX) oder um RuoreszenzfarbstofF- 
Kombinationen im Falle von Energietranfer-Ruoreszenzfarbstoff markierten Primem. Die Markierungen konnen bevor- 
zugt Radionuklide oder bevorzugt ablosbare Massenmarkierungen sein, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen 20 
werden, Vorzugsweise konnen auch zur Markierung Molekiile verwendet werden, die erst in einer weiteren chemischen 
Reaktion ein Signal erzeugen. Bevorzugt sind die zur Markierung verwendeten Molekiile an definierten Stellen an eine 
Festphase gebunden, um iiber eine Festphasen-PCR die PCR-Produkte zu immobilisieren, die aus einer PCR-Reaktion 
und Domaneprimem hervoi^egangen sind. 

[0036] Die PCR-Fragmente sind vorzugsweise auf der Festphase in Form eines rechlwinkligen oder hexagonalen Git- 25 
ters angeordnet. 

[0037] AbschlieBend wird das AmpUfikat hinsichtlich seiner Sequenz untersucht. 

[0038] Die beschriebene DNA-Modifizierung erfolgt durch den Einsatz von identischen Primerpaaren mit einer glei- 
chen fragmentspezifischen Modifizierung, das heiBt das alle Markierungen identisch sind und die gleiche spezifische Re- 
aktion ergeben. Durch diese Vereinfachungen konnen betrachtliche Kosten eingespart werden, da insbesondere die Farb- 30 
stoff- oder Massemakierungen groBe Kosten verursachen. 

[0039] Das Verfahren wird vorzugsweise verwendet zur Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Pa- 
tienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: un- 
erwiinschte Arzneimitteiwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggressions- 
symptome oder Verhaltensstorungen; khnische, psychologische und soziale Konsequenzen von Gehimschadigungen; 35 
psycholische Siorungen und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krank- 
heit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunkdon, Schadigung oder Krankheit des gastrointestinalen TVaktes; Fehlfunk- 
tion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssy stems; Verletzung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekon- 
valeszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunk- 
tion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metaboli- 40 
sche Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

[0040] Das Verfahren wird besonders bevorzugt verwendet zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben oder zur 

Untersuchung der Zelldifferenzierung. 

[0041] Die nachfolgenden Beispiele erlautera die Erfindung: 

45 

Beispiel 1 

Design und Aufbau genspezifischer und modularer IMmer 

[0042] Von den Genen OAT (ACCESSION ep30056) und MDRl (ACCESSION X58723) wurden jeweils die nach ei- 50 
ner Bisulfitbehandlung vorUegenden Sequenzen ermittelt. Basierend auf diesen chemisch vorbehandelten DNA-Sequen- 
zen (siehe Anhang) wurden die folgenden genspezifischen Priraer-Domanen hergestellt und mit kommerziell erhaltlicher 
Analysesoftware untersucht, um die selbstkomplementaren bzw. inter-kompiementaren Sequenzbereiche in den Primer- 
sequenzen auszuschlieBen (siehe Tab 1 und 2). Diese Sequenzen wurden in nicht-modulare I*CR-Primer OAT-fp, OAT- 
rp, MDR-fp und MDR-rp umgesetzt und in PCR-Reaktionen auf ihre Funktion getestet. Die Primerkombinationen fiir 55 
OAT und MDRl lieferlen bei ihrer Verwendung in PCR-Reaktionen (vgl. Beispiel 2) mit Bisulfit DNA, hergestellt nach 
publizierter Methode (Olek et al, Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 5064-5066), die erwarteten Produkte von 479 nt und 
633 nt (siehe Tab 1). Als Sequenz fur die generischen Primer-Domane wurden genl-f, entsprechend der Sequenz des 
M13 universal. Sequenzierprimers und gen2-f (Tab 2), sowie gen-r entsprechend des reversen Ml 3 Sequenzierprimers 
ausgewahlt. Die entsprechenden, auf diesen Sequenzen basierenden nicht-modularen Primer, zeiglen in PCR-Reaktion 60 
auf Bisulfit DNA, unter verschiedenen Reaktionsbedingungen, in den Primerpaarkombinationen genl-fp, gen-rp, sowie 
gen2-fp, gen-rp, keine erkennbare PCR-Produkte. 

[0043] Die modularen Primer zur Amplifikation von OAT und MDRl-Genbereichen ergeben sich durch die Fusion der 
generischen Sequenzen mit den entsprechenden genspezifischen Domanen, um die modularen Primer, OAT- f Imp, OAT- 
f2mp, OAT-rmp, MDR-f Imp, MDR-f2mp und MDR-rmp zu erhalten (Tab 3). 65 
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Tab 1 . Genspezifische und generische Primerdomane 



Vorwarts- 
primer 



Re vers 
primer 



PCR- 

Fragment 



10 



OAT 
MDRl 



OAT-f 
MDR-f 



OATr-r 
MDR-r 



479 nt 
633 nt 



15 



generisch 



genl-f 
gen2-f 



gen-r 



20 



25 



Tab 2. Nicht-modulare Primersequenzen 

OAT- f p TTTGGAGGTGGATTTAGAGGTATAATTAA 
OAT-rp AAACRTCACTACAACTTAAAAACTAA 



MDR- f p TAAGTATGTTGAAGAAAGATTATTGTAG 
^ MDR-rp TAAAAACTATCCCATAATAACTCCCAAC 



genl-f p GTAAAACGACGGCCAGT 
35 gen2-rp GTAAAACCAGGGCCAGT 
gen- r p C AGGAAACAGCTATGAC 



40 



genl-fp5 
gen2-rp5 
45 gen-rp5 



Cy 5 -GTAAAACGACGGCCAGT 
Cy 5 -GTAAAACCAGGGCCAGT 
Cy 5 -CAGGAAACAGCTATGAC 



50 



Name 



Domane 
55 OAT- f Imp 



Tab 3. Modulare Primer 

Sequenz 
generische Domane 



genspezifische 



GTAAAACGACGGCCAGT-TTGGAGGTGGATTTAGAGGTATAATTAA 



60 



65 
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OAT- f 2inp GTAAAACCAGGGCCAGT-TTG6AGGTGGATTTAGAGGTATAATTAA 
OAT-rmp CAGGAAACAGCTATGAC-AAACRTCACTACAACTTAAAAACTAA 



Programm 



15 min 96 °C 



60 s 96 ''C 
30 s 56-60 °C 
45 s 72 °C 



X 40 



10 



IS 



20 



MDR- f Imp GTAAAACGACGGCCAGT-TAAGTATGTTGAAGAAAGATTATTGTAG 
MDR-f2mp GTAAAACCAGGGCCA6T-TAA6TATGTTGAAGAAAGATTATTGTAG 
MDR-rmp CAGGAAACAGCTATGAC-TAAAAACTATCCCATAATAACTCCCAAC 

Beispiel 2 

Gen-spezifische Amplifikation von OAT und MDRl mit modularen Primem 

[0044] Die Amplifikation von OAT- und MDRl-Genbereichen erfolgte mit Qiagen Hotstart-Polymerase entsprechend 
der Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) in einem Reaktionsvolumen von 20 pi. 

Reaktionsansatz (allgemein) 

Bisulphit-DNA(lOng) 1 pi 

Reaktions-Puffer lOx (Qiagen, Hilden) 2 pi 

dNlT-Mix ( 10 mM each) 2 pi 

Primerl 6,25 pmol 2 pi 

Primer2 6,25 pmol 2 pi 

Polymerase (Qiagen, Hilden) (0,5 U) 0,5 pi 

Wasser 11,5 pi 

[0045] Die PCR-Reaktion wurde im Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) mit folgendem Programm durch- 35 
gefiihrt. 



25 



30 



40 



45 



50 



10 min 72 ''C 

[0046] In Tab 4 sind die verwendeten Primerkombinationen und Annealing-Temperaturen fur die Amplifikation von 
QAT und MDRl zusammengefafit. Die erzeugten PCR-Amplifikate wurden durch Agarosegel-Elektrophorese (1,5% 
Agarose in 0,5 x TBE-Puffer, Manniatis et al) analysiert. Hierfiir wurden 4 pi des PCR-Ansatzes der Gelelektrophorese 55 
unterzogen, das Ergebnis ist in Abb 1 dargestellt. 



60 
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Tab. 4 PCR-Primerkombinationen 



Gen 



Primer 1 



Prinier 2 Annealing T&ip. 



Spur in Abb 1 



OAT 
OAT 
HDRl 
MDRl 



OAT-fl]np 
0AT->£2inp 
MOR-flnp 
MDR-f2inp 



CAT-mip 
OAT-rnp 
MDR— ni^> 
MDR->ntip 



55,6 
55,6 
59 
59 



A 
B 

C ' 
D 



Beispiel 3 

Reaplifikation von OAT und MDRl mit generischen Primern 

[0047] Fiir die Rearaplilikation (= Markierungsamplifikation) von OAT- und MDRl-Genbereichen erfolgte mit Qiagen 
Holslart-Polymerase entsprechend der Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) in einem Reaktionsvolumen von 20 pi. Hier- 
bei wurden die PCR-Produkle aus der Genspezifischen VCR (siehe Beispiel 2, Abb 1) 1 : 1000 verdiinnt und getxennt 
Oder gemeinsam in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Als Primer wurden die am 3''Ende mit dem Roureszensfarbstoff, 
Cy5, modifizierte Primerpaare genl-fp5 und gen-rp5. sowie gen2-fp5 und gen-rp5 verwendet: Die Erbebnisse dieser 
Markierungsamplifikation sind in Abb* 2 dargestellt. 



Templat-DNA 

Reaktionspuffer 14x (Qiagen, Hilden) 
dNTP-Mix(lOmMeach) 
Primerpaar (6,25 pmol je Primer) 
Polymerase (Qiagen, Hilden) (0,5 U) 
Wasser 



Reaktionsansatz (allgemein) 

1 111 

2 pi 
2 pi 
4 pi 
0,5 pi 

11,5 pi 



[0048] Die PCR-Reaktion wurde im Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hambuig) mit folgendem Program durchge- 
fiihrt: 

15 min 96 



60 s 96 

30 s 45-55''C 

45 s 72 



x 40 



10 min 72 ''C 

[0049] Die erzeugten PCR-Amplifikate wurden durch Agarosegel-EIektrophorese (1,5% Agarose in 0,5 x TBE-Puffer, 
Manniatis et al.) analysiert. Hierfiir wurden 4 pi des PCR-Ansatzes der Gelelektrophorese unterzogen, das Ergebnis ist in 
Abb 2 dargestellt. Unter den angegeben Bedinungen konnten sowohl OAT und MDRl, mit beiden generischen Primer- 
paaren erfolgrcich amplifiziert und somit in einer PCR-Reaktion gleichzeit, identisch modifiziert werden. 

Kur/beschreibung der Figuren 

Fig.l 

Genspezifische Amplifikation von OAT und MDRl. 

[0050] M GroBenmarker, A, Amplifikation von OAT (Primer: OAT-flmp und OAT-rmp), B, Amplifikation von OAT 
(Primer: 0AT-f2mp und OAT-rmp), C, Amplifikation von MDRl (Primer: MDR-flmp und MDR-rmp) und D, Amplifi- 
kation von MDRl (Primer: MDR-f2mp und MDR-rmp) 
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Fig. 2 

Reamplifikation von OATMdrl-Fragmenten aus Beispiel 2 mit generischen Primer 

[0051] M GroBenmarker, A, MDRl mit Primer genl-fp5 und gen-rp; B, OAT mit Primer genl-fp5 und 
MDRl und OAT mit Primer genl-fp5 und gen-rp; D, MDRl und OAT mit Primer gen2-fp5 und gen-rp. 

Anhang 

Sequenzen von OAT und MDRl nach der Behandlung mit Bisulfil 

Mdrl 

0 GTTAAGAATA AAATATATTA AGATASGGAA AATTTGTACT TAAGAATAGA AAAAAATTAT 
60 G6TTTTGAAG TATGAGTTAT TTARAGAAAG TGGAAATATT TTTAGATTAT GTAGTAAAAA 
120 ATAAAGTCAT TOTTTTTTTT TAAATTTATG TAATAAATTG ATAGGTAATA TGKAAAGTT 
180 ATAGAATGTA GATTAOAGGA TATAATAAAT TTATTTTTTT TATGTTTATA AGAAGTAAGA 
240 AAAGTTTTGA T6TGAGTOAG TATOGTTTTA TAATTTTGAA TTGTGTAGAT TGTACGTATT 
300 TTTTTTTAGT TTGAAGTAAA TAGTGGATAG GAAAAAATAT TAAATGTTGG TAGTAAATAT 
360 GGAAGGAAAT TATAATTAAT GTAATATGTT AAAATATGTT ATCTmiTT TATtAAaTTC 
420 AATTAAAATG TAAGftATTTA AAATGTTTTC GAAAAATACG GGTATTCATP TGA06TTTGA 
480 AGTTTTAAAA TATTATATAT TTTGAAATAG TATTOSTaTT TOSAAATAOT T6TTTTTATA 
540 TATTmiAA AATTTTTTTT TTTTmATT TTATTTATTA TTAAAIAftAG GATGAATAGA 
600 TGTAATOPAG AAATTCTTAA GTATGWeAA GAAASATTAT TCTAGAAAAA TTTTTTTTAG 
660 TTTTTTTAAA GGTGTPAGGA AGTAGAAAGG TOATATAGAA TTGGAGA6GT CGGAGTTTTT 
720 GTATTAATTG TATTAAATGC GAATTTOGAG AAAATTTTTT TTAATTACGT TTTGTAGTTA 
780 TATGGATATG AAGATTTAT6 TGAATTTTGA AAGACGTCTT TATATAAGTT GAAATGTTTT 
840 TAATGATTTA GTTCATGCGC eTTTTTTTAT TTGTTTTTTT TAGAGftGGTG TAACGGAAGT 
900 TAGAATATTT TTTTPGGAAA TTTAATTT6T TTCGTAGTTT TTCGftGGAAT TAGTATTPAG 
960 TTAATTCSGG TCGGGA6TAG TTATTTGTGG TGAGGTWSAT TGGTTCGGTA GGAATAGCGT 
020 CGGG6C6TGG GTTGAGTATA CTCGTTTCGT TTTTTTTGTT AIAGGAAGTT TGAGTTTATT 
080 CGAGTA6CGG rTTTTTTAAG TTTAAAGAAG TAGAGGTCGT TCTTCGTm TTTTAGGTTT 
140 TTTTATTAAA GTCGGAGTAT TTTTTTTTAA AATTTTACGT TTTGGTC6TC GTTTOAAGGA 
200 GCGCGAGGTA GGGCTACGTA AAGTTCGGAG TTAOTATGGG ATA6TTTTTA AGTCTTAG6T 
260 TTTTAGATTT TTTGAATTTG GTTTTTACGG GAGAAGGGTT TTOTGAGGCG TCGATAGTGT 
320 GAAGTTTTTT GGTAAGTTPA TGGG6ATTAA GTGGGGTTAG ATOTAGATTT AGGR6TTCTT 
380 GGAGTAGCGT TTAAATCGTA GTGGIATTGG AmiGTTGT TCGGAGCGCG TATAGTTCGC 
440 OXKSTGCGGG GATTTCTTTT TOCAGTTCGC GGGOMTCG^ 
500 GGCGATTOGA ATCQGGAGGG AfiAATCGTAT TGGCGGCGG6 TAAAGTTTAG AACGCGTTGT 
560 TAGATTTTTA ATTTOGTTTT C6TOGAGAT6 TTG6JMSATTT OGCGTATAfiG AAAGTTTTTG 
620 TAGTGTPTAT CGCGGTTAGA GTMTTGGGG TAWAACGGC GGGCGTTTTT TTTTATTGTT 
680 TTTTGGTTTC GACGG6GGAT TAGA6GWAG TTTTATTTTT AGCQCGTTTG AGGTTTATCT 
740 ATTTGGTTAA TGftGTTGCGG TTTTTTTTTA GGTCGGGATG GATTTTGAAC GGGATCGTAA 
800 TGGAGGAGTA AAGAAGAAGA ATTOTPTIAA ATOGAATAAT AAAAGGTAAT TAGmGTTT 



15 
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I860 TATTTTTATA GTTTATATAG TTGCGAGATT TGAGTAATTT ATTTTTiWSTT TTTAGTTTTG 

1920 AAATAAATGA TATGTTGTTG TTTTTAATTA TTTTTAAGAA ACGTAA6TTA GTTTTTGGAA 

5 1980 TTAATATTTT TGTTOAGAGT AGAAGTTTOT TGGTTCAGTG GAGTATAfiTA TATCTATTTT 

2040 TTTTGTOrrTT TTTGTTTTCT TTTTO 

2100 GGTATATCGA.AGCGTTTTTT ATATGTOCGG AATGTCTAAT GATTAAGTTC GGGTATTTCA 

10 2160 AGGATATATT ATTTTAGGTA TATTmTTT mTCTCTTG ATAATA^ 

2220 GTTATTTTGA AATATATAAT ATATTGTTAA TTGTAGTTAT TTTCGTrPGT TATCGAATAT 

2280 TGGAATTTAT TTCTTTTATT TAATCGTTTT TAGTTATTTA TTAATTOTT TTTATTTTAT 

2340 TTTTTTATrP TTTTCGGTTO TTTTTTTTTA GTTTTGGTGT GTTTTTTTTT TAGTTTTTTT 

2400 GTTTTAGATA GGCGGATGTT TATATGTGTT TTTGTTTTAT 6AATTTTTGT TTTTTAA6TG 

2460 GTGTTGGTCG TTTATACGTG AGTTATATGT TGTTGGTCAT TTC-PTTTGTC GTTTAGGTCT 

2520 TTGTTTTCGG TAAATGGTTA T6TAAATATC GCGTMGTOG TTTCGTTCAT GAGATAGAAG 

2580 GTTAAAAGTA TATTTAGGTT GTTAATTC6T AATAAATATT TCTATATAAT ATTGGTAATG 

25 2640 TAATTATATA GGGAAAATAA TTATTTAAAG TAAATTTTGA WATGCXGOT TTGTTTTTAT 

2700 AGAATATTTA AAATTTTATT AAATA6ATTT ATTCTTAGTA GTAAATTCTA AAATAGATTA 

2760 GTAAGTOTAA TAATATTAGA AATT6TAATG TAAATTATAA GAIAAATTAG OTAAATATAT 

30 2820 TAATATTATA A(aUVATTAAG TTTTTTA6TG TAAGAGAAAA Ml^TAW^ 

2880 ATATATTTTT AAAAATAATS TTAAGmGA ATTAGAAATT TTAATATGAA TT 

35 OAT 

1 G6TAGCGACG ATTTOTGGAG GTGGATTTAG AGGTATAATT AftGTCGOGCG GCGTATTAGG 
61 GTTTAAGGGT ATGGG6TTTT CGTAGTTGTG 6TTGGG6TAG AGTTGGGGTT GTTmTTTT 
^ 121 TTAGGAGTAT AGGCGGCGGT TTAGTTTTAC GTTTTTCGTT TTTAGTTA13V TTCGGTTCGC 
181 GTAGTGGGGG GTTTAATAGA TTTTTTTTTT TCGG6TTTTA GTTTTTTCGT TAGTAAGGGC 
241 66ATAAGGAT TTTTTTCGTT TCGTTAGAGG AGGCGATCGA GGGGTTTGA6 TTTAGGTATA 
301 GGTCGGCGGG TTTAGGAGGC GCGAGGCG6A TCGAATTCGC GGGAGGAGTA AAGATTTTTG 
361 ATGCGCGGTC GGAGGGCGGG GCGGAGGACG GGATTTACGC GaTTOGTATT TTGTTTTTCG 
421 TTTtAGTTAA TGAGCGGCGA GGGTGTTTTG GGGGCGGGGT AGRATTAGTT TTTAAGTTGT 
481 AGTGACGTTT CGGCGTTATT GTTGCGTTTT ATAGACGTCG CGTGTATTC6 GTTGTTmA 
541 GGCGTTGTTA GGTATCGTTT GGGCGTCGTT GTTTTGGGGT 1TK36TTCGG GTOTOGTCGG 
601 AAACRTCACT ACAACTTAAA AACTAA 

55 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsauren, dadurch gckcnnzcichnct, dass die folgenden Schritte ausge- 
60 fUhrt werden: 

a) die zu amplifizierenden Abschnitte werden mit mindestens zwei Primeroligonukleotiden hybridisiert, wel- 

che zwei Domanen aufweisen, von denen die am 3'-Ende befindliche, sequenzspezifische Domane an den zu 
amplifizierenden Abschnitt iiybridisiert, wahrend die am 5'-Ende befindliche, generische Domane nicht hybri- 
disiert, 

65 b) es wird eine erste Amplifikationsreaktion mittels einer Polymerase durchgefUhrt, 

c) an die Amplifikate wird ein markiertes Primeroligonukieotid hybridisiert, welches an die generische Do- 
mane der ersten Primer hybridisiert und 

d) das Amplifikat hinsichtlich seiner Sequenz untersucht. 



so 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass nach Schritt c) des Anspruchs 1 zusatzLich eine 
zweite Amplifikation mil einer Polymerasereaktion erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass die generische Domane der Primer die Nukieobasen 
A, C, G und T enthalt, wahrend die sequenzspezifische Domane entweder nur die Basen A, T und C oder aber nur 

die Basen A, T und G enthalt. 5 

4. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass man vor Schritt a) des An- 
spruchs 1 die Nukleinsaureprobe mit einem Reagenz chemisch umsetzt, wobei 5-Methylcytosin unverandert bleibt 
und Cytosin in Uracil oder eine andere im Basenpaarungsverhalten dem Uracil ahnliche Base umgewandelt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Reagenz um ein BisulfiL (= Hydro- 
gensulfit, Disulfit) handelt. 10 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die chemische Behandlung nach Einbetten der DNA 
in Agarose erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass bei der chemischen Behandlung ein die DNA-Duplex 
denaturierendes Reagenz und/oder ein Radikalfanger zugegen ist. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Markierun- 15 
gen der Oligonukleotidprimer um Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichem EmissionsspekUoim (z, B. Cy3, 
Cy5, FAM, HEX, TET oder ROX) oder um Fluoreszenzfarbstoff-Kombinadonen im Falle von Energietransfer- 
Huoreszenzfarbstoff markierten Primem handelt. 

9. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radio- 
nukUde sind. 20 

10. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen ablos- 
bare Massenmarkierungen sind, die in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden. 

11. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Markierung Molekule 
verwendet werden, die erst in einer weiteren chemischen Reaklion ein Signal erzeugen. 

12. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Markierung Molekule 25 
verwendet werden, die an definierten Stellen an einer Festphase immobilisien werden. 

13. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die PCR-Fragmente auf 
einer Festphase in Form eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters angeordnet sind. 

14. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass an den Amplifikaten an- 
gebrachte Markierungen an jeder Position der Festphase, an der sich eine Oligonukleotidsequenz befindel, idenlifi- 30 
zierbar sind. 

15. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass fur die AmpHfikation eine 
hitzebestandige DNA- Polymerase verwendet wird. 

16. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, wobei die Nukleinsaure aus einer genomischen DNA- 
Probe erhalten wurde, wobei Quellen fur DNA z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehim-Ruckenmarks- 35 
Fliissigkeit, in Paraffin einbettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, 
Lunge, Brust oder Leber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombinadonen hiervon umfassen. 

17. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche zur Diagnose und/oder Prognose 
nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindeslens einer der fol- 
genden Kategorien angehoren: unerwunschte Arzneimiltelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunkdonen, 40 
Schaden oder Krankheit; Aggressionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologische und soziale 
Konsequenzen von Gehimschadigungen; psychotische Storungen und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder 
assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des gasu-ointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems; Verlet- 
zung, Entzundung, Infekuon, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunkdon, Schadigung oder Krankheit des 45 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haul, der Mus- 
keln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 
Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

18. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranstehenden Anspruche zur Unterscheidung von Z^lltypen 
oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldifferenzierung. 50 
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